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(57) Abstract 



The invention concerns a method for preparing fresh cheese with a smooth texture and more than 13 % of dry matter, which consists 
in: fermenting milk with at least a strain of thermophilic lactic bacterium with short texture until a pH less than 4.9 is reached for obtaining 
curd, removing the resulting whey by continuous centrifuging at a rate higher than 500 1/h, never allowing the curd to be heated at more than 
50 °C. The invention also concerns a non-refined cheese, obtainable by this method, having a smooth texture, and containing more than 
13 % of dry matter and 10 4 -10 10 cfu/g of short textured thermophilic lactic bacteria which, when fermenting pasteurised milk containing 
10 % of skimmed powder milk, 1 % of yeast extract and 0.5 % of glucose, at 40 °C up to 4.9 pH, provide the medium with a viscosity 
which is less than 50 mPa x s at a shearing speed of 290 srK 

(57) AbregS 

Precede* de preparation d'un fromage frais ayant une texture lisse et plus de 13 % de matiere seche, dans lequel on fermente un Iait 
par au moins une souche de bacterie lactique thermophile a texture courte jusqu'a atteindre un pH inferieur a 4,9 de sorte a obtenir un 
lait caille*, et on retire le lactosenim ainsi forme* par centrifugation en continu a un d£bit supeneur a 500 1/h, le lait caille* n'&ant jamais 
chauffe* a plus de 50 °C. Fromage frais non-afnne\ susceptible d'etre obtenu selon le proce^e" de r invention, ayant une texture lisse, et 
contenant plus de 13 % de matiere seche et 104-10 10 cfu/g de bacteries lactiques thermophiles a texture courte, c'est-a-dire des bactdries 
qui, lorsqu*elles fermentent un lait pasteurise* contenant 10 % d'une poudre de lait ecitfme\ 1 % d'extraits de levure et 0,5 % de glucose, a 
40 °C jusqu*a pH 4,9, donnent une viscosite* au milieu qui est inftrieure a 50 mPa x S a une vitesse de cisaillement de 290 s" 1 . 
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Fromage frais 

La presente invention a pour objet un nouveau fromage frais contenant des 
bacteries lactiques thermophiles, ainsi qu'un procede pour le preparer. 

5 

fetat de la technique 

Les fromages frais non-affines englobent de nombreux types de produits connus 
sous diverses denominations selon les regions ou pays. Dans les pays anglo- 
10 saxons, il est de question de "quarg" ou de "cottage-cheese". En Allemagne, on 
utilise plutot le nom de "quark". On connait encore des fromages de ce type dans 
les pays scandinaves sous le nom de "viili". On rencontre aussi des produits 
analogues en Grece ou dans les Balkans, ces produits etant notamment apparentes 
aux yoghourts egouttes. 

15 

Dans la fabrication traditionnelle de fromage frais, on inocule un lait pasteurise 
avec une culture de bacteries lactiques mesophiles se developpant de preference a 
basse temperature, on ajoute eventuellement de la presure, et on incube le lait entre 
18°C et 35°C pour obtenir un caille essentiellement lactique baignant dans du 
20 lactoserum, c'est a dire un caille ferme friable, poreux et peu contractile. Puis, on 
separe le lactoserum par centrifiigation, par ultrafiltration ou par egouttage au 
travers d'un filtre, et on recupere le caille auquel on peut ajouter de la matiere 
grasse et/ou des aromates (Veisseyre, Technologie du Lait, Ed. La Maison 
Rustique, Paris, pages 428-429, 604-609, 1975, I.S.B.N. 2-7066-0018-7). 

25 

Lors de la preparation d'un fromage frais, la separation du lactoserum par 
centrifiigation est conditionnee par l'existence d'un ecart suffisant entre la densite 
du caille et celle du lactoserum. De plus, la texture du caille doit etre telle qu'elle 
ne colle pas dans la centrifiigeuse (Veisseyre, Technologie du Lait, Ed. La Maison 
30 Rustique, Paris, p.608, 1975, 1.S.B.N. 2-7066-0018-7). 

La thermo-sensibilite des proteines de lait peut etre aussi mise a profit, avant de 
separer le lactoserum, pour augmenter dans le caille la teneur en matiere seche. 
Pour ce faire, le lait caille acide obtenu apres Tacidification lactique est 
35 simplement chauffe a 55-75°C durant quelques minutes, puis refroidi a environ 
40°C. Ce traitement thermique permet en fait de modifier la structure des 
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particules de proteines formant le caille, permettant ainsi une meilleure separation 
du lactoserum (FR2361823; Tatini et aL 9 J. Dairy Science, £6, 815-825, 1971; 
A. Eck, Le Fromage, Ed. Lavoisier, Paris, pages 220-226, 1984, I.S.B.N. 2- 
85206218-6). 

5 

Ce traitement thermique pose cependant d'autres problemes. En effet, le fromage 
frais ne contient quasiment plus de bacteries lactiques vivantes, ce qui pose ensuite 
des problemes de stabilite face aux contaminants bacteriens et fongiques. Pour 
pallier cet inconvenient, 1'industrie fromagere generalement enrichit le fromage 
10 frais, dont le caille a ete chauffe, avec une culture fermentee de bacteries lactiques, 
A titre Vindication on peut citer les precedes decrits par FR2361823 (Westfalia), 
W094/26124 (I.N.R.A.), EP196436 (S.P.N.), FR2342666 (Fanni et al) et 
US4191782, par exemple. 

15 A la lecture de la litterature, il est interessant de remarquer que, dans la plupart des 
cas, Industrie fromagere utilise uniquement des bacteries lactiques mesophiles 
pour la preparation d'un fromage frais centrifuge. Ces bacteries ont une croissance 
optimale a 18-35°C, elles sont rarement filantes ou tres texturantes, et on 
denombre parmi celles-ci les especes Leuconostoc citrovorum, Lactococcus lactis 

20 subsp. lactis^ Streptococcus cremoris, Streptococcus lactis, Streptococcus 
diacety lactis, Lactobacillus casei subsp. casei et Lactobacillus sake, par exemple. 

Quelques tentatives ont ete faites pour fabriquer industriellement un fromage frais, 
qui est fermente par des bacteries lactiques thermophiles, puis centrifuge. Ces 

25 bacteries lactiques ont une croissance optimale a 35-45°C, elles sont, le plus 
souvent, filantes et/ou texturantes, et on denombre parmi celles-ci les especes 
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus, 
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus helveticus, par 
exemple. Malheureusement, comme illustre ci-apres, I'utilisation industrielle de 

30 bacteries lactiques thermophiles pose des problemes lors de la separation du 
lactoserum par centrifugation, car la densite du caille et celle du lactoserum ne 
presentent pas un ecart suffisant, et/ou le caille presente une texture collante 
(Veisseyre, Technologie du Lait, p.608). On perd ainsi une partie substantia le des 
solides du lait dans le lactoserum. 



35 
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Par exemple, FR235471 1 (Unilever) et EP144274 (J.-C. Pailler) proposent ainsi de 
premierement concentrer un lait pasteurise, puis deuxiemement de fermenter ce 
lait concentre par des bacteries lactiques thermophiles. Cependant cette base 
fromagere n'est pas satisfaisante du point de vue organoleptique. 

5 

De meme, EP38940 (S.P.N.) propose un procede de fabrication d'un fromage 
tartinable dans lequel, on forme un caille par une coagulation avec des bacteries 
lactiques thermophiles en presence de presure, a un pH compris entre 5 et 5,3, et 
on egoutte le caille par centrifugation. Malheureusement, si la coagulation 
10 intervient entre pH 5 et 5,3, et si Ton n'ajoute pas de sel, alors la texture obtenue 
est granuleuse. 

V. M. Wolpert propose egalement un autre procede dans lequel, on fermente un 
lait ecreme pasteurise avec des bacteries lactiques thermophiles en presence de 

15 presure a 40°C jusqu'a pH 4,65, on laisse le lait caille s'acidifier a 17°C pendant 
16-18 h jusqu'a un pH de 4, on retire le lactoserum par centrifugation, on ultrafiltre 
le lactoserum pour recuperer les solides de lait qui n'avaient pas ete precipites lors 
de la centrifugation, et on incorpore le retentat dans le caille de sorte a obtenir un 
fromage firais ayant une teneur standard en matiere seche (Milk Industry UK, 

20 N°3,p.29, 1988). 

On peut egalement remarquer les travaux de Shah et al qui ont analyse 1'effet de la 
presure sur la formation d'un caille. Pour cela, ils ont fermente un lait par des 
bacteries lactiques thermophiles jusqu'a un pH de 4,5 en presence de presure, puis 
25 ils ont precipite la plupart des solides de lait a 1'aide d'une centrifligeuse de 
laboratoire fonctionnant a 2000 g pendant 10 min (J. Food Science, 55, 398-454, 
1990). Le caille ainsi obtenu presente cependant une texture tres compacte, du fait 
de la centrifugation poussee des solides du lait, qui le distingue ainsi des fromages 
frais retrouves dans le commerce ayant une texture lisse. 

30 

En conclusion, pour fabriquer industriellement un fromage frais ayant une teneur 
elevee en matiere seche, on recourt rarement a des bacteries lactiques 
thermophiles, sauf dans le cas ou Ton ultrafiltre ou Ton egoutte simplement le 
caille (voir J. L. Rasic, Cultures Dairy Products Journal, 22, p. 6-8, 1987; 
35 W095 14389; EP617899). En effet, la grande majorite des bacteries lactiques 
thermophiles donne un caille qui se prete mal a une centrifugation industrielle, car 
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la quantite de solides de lait retrouvee dans le lactoserum depasse les normes 
acceptables. Pour pallier cet inconvenient Tindustrie fromagere recourt 
classiquement a une ultrafiltration du lactoserum, comme illustre ci-dessus par V. 
M. Wolpert, et/ou a un chauffage du lait caille a 55-75°C, comme illustre ci-dessus 
5 par Tatini et ai. 

II n'a jamais ete propose d'utiliser une classe particuliere de bacteries lactiques 
thermophiles pour resoudre ces problemes, notamment des bacteries lactiques 
thermophiles a texture courte. 

10 

Bien que l'ensemble de la litterature ayant trait aux fromages frais contenant des 
bacteries lactiques thermophiles ne precise jamais s'il s'agit de bacteries a texture 
courte ou non, il y a tres peu de chance que de telles bacteries aient deja ete 
utilisees pour preparer industriellement des fromages frais centrifuges. En-effet, la 
15 plupart des especes de bacteries lactiques thermophiles presentent la propriete de 
donner une certaine viscosite a leur milieu de culture (voir EP750043; EP699689; 
EP971 11381.6 et EP971 1 1379.0). Pour chaque espece, quelques souches sont 
cependant denuees de cette proprietee. Celles-ci sont appelees des bacteries a 
"texture courte". 

20 

La presente invention vise done a utiliser avantageusement une classe mineure de 
bacteries lactiques thermophiles pour preparer un fromage frais ayant une teneur 
elevee en matiere seche. 

25 Regume de Vinvpntion 

A cet effet, Tinvention a trait a un procede de preparation d'un fromage frais ayant 
une texture lisse et plus de 13% de matiere seche, dans lequel on fermente un lait 
par au moins une souche de bacterie lactique thermophile a texture courte jusqu'a 
30 atteindre un pH inferieur a 4,9 de sorte a obtenir un lait caille, et on retire le 
lactoserum ainsi forme par centrifugation en continu a un debit superieur a 500 1/h, 
le lait caille n'etant jamais chauffe a plus de 50°C. 

L f invention concerne egalement un fromage frais non-affine, susceptible d'etre 
35 obtenu selon le procede de Tinvention, ayant une texture lisse, et contenant plus de 
13% de matiere seche et 10 4 -10 10 cfu/g de bacteries lactiques thermophiles a 
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texture courte, c'est a dire des bacteries qui, lorsqu'elles fermentent un lait 
pasteurise contenant 10% d'une poudre de lait ecreme, 1% d'extraits de levure et 
0,5% de glucose, a 40°C jusqu'a pH 4,9, donnent une viscosite au milieu qui est 
inferieur a 50 mPaxS a une vitesse de cisaillement de 290 s" 1 . 

5 

Description detaillee de I'invention 

Centre toute attente, on a observe que Ton peut eviter de chauffer a 55-75°C un 
lait caille avant d'en retirer Ie lactoserum. Les bacteries lactiques thermophiles a 
10 texture courte permettent d'obtenir un caille, adapte a la centrifugation, presentant 
deux phases distinctes facilement separables par centrifugation. En outre, le caille 
n'encrasse pas la centrifugeuse. 

On peut ainsi obtenir un fromage frais qui comprend tous les constituants majeurs 
15 du lait, ce qui donne un aliment particulierement equilibre. En outre, ce fromage 
comprend des bacteries lactiques thermophiles vivantes. II n'est done pas 
indispensable d'enrichir ce fromage avec une culture de bacteries lactiques. 

Par lait, on entend designer, d'une part, un lait d'origine animal, tel que les laits de 
20 vache, de chevre, de brebis, de bufflesse, de zebue, de jument, d'anesse, de 
chamelle, etc. Ce lait peut etre un lait a l'etat natif, un lait reconstitue, un lait 
ecreme, ou un lait additionne de composes necessaires a la croissance des 
bacteries, au traitement du lait, ou aux qualites finales du fromage frais, comme 
des matieres grasses, de Textrait de levure, de la peptone et/ou un surfactant, par 
25 exemple. 

Le terme lait s'applique egalement a ce que Ton appelle communement un lait 
vegetal, c'est a dire un extrait de matieres vegetales traitees ou non, telles que les 
legumineuses (soja, pois chiche, lentille, ect...) ou des oleagineuses (colza, soja, 

30 sesame, coton, etc.), extrait qui contient des proteines en solution ou en 
suspension colloidale, coagulables par action chimique, par fermentation acide 
et/ou par la chaleur. Ces laits vegetaux ont pu subir des traitements thermiques 
analogues a ceux des laits animaux. lis ont pu subir egalement des traitements qui 
leur sont propres, tels que la decoloration, la desodorisation, et des traitements 

35 pour la suppression de gouts indesirables. Enfin, le mot lait designe aussi des 
melanges de laits animaux et de laits vegetaux. 
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Ce lait doit etre pasteurise, c'est a dire doit avoir subi un traitement thermique 
et/ou par haute pression qui a inactive tous les germes vivants. Ces techniques sont 
bien connues de l'homme du metier. 

5 

Le lait pasteurise est ensuite inocule avec un inoculum de bacteries lactiques 
thermophiles a texture courte. Bien que la litterature ayant trait aux bacteries 
lactiques thermophiles precise rarement s'il s f agit de bacteries a texture courte ou 
non, il y a tres peu de chance que de telles bacteries soient des bacteries a texture 

10 courte. En-effet, la plupart des especes de bacteries lactiques thermophiles 
presentent la propriete de donner une certaine viscosite a leur milieu de culture 
(voir EP750043; EP699689; EP971 11381.6 et EP9711 1379.0). Pour chaque 
espece, quelques souches sont cependant denuees de cette proprietee. L'homme du 
metier est a meme de cribler parmi les especes de bacteries lactiques thermophiles, 

15 celles qui sont a texture courte, notamment a Taide des tests decrits ci-apres, par 
exemple. 

Cet inoculum peut etre une culture en phase exponentielle de croissance, ajoutee 
au lait pasteurise a raison de 1 a 5% en poids, par exemple. Elle peut etre aussi une 
20 culture congelee ou sechee que Ton ajoute directement au lait a raison de 0,01a 
0,1% en poids, par exemple. Les techniques de preparation d'un inoculum 
bacterien sont bien connues de Thomme du metier. A titre dedication, on peut 
citer les techniques decrites dans EP688864 (S.P.N.) et EP96201922.0 (S.P.N.) 

25 On utilise au moins une souche de bacterie lactique thermophile a texture courte, 
c'est a dire une bacterie lactique, ayant une croissance optimale a 35-47°C, qui est 
capable de ne pas encrasser une centrifugeuse, lorsqu'elle est mise en oeuvre dans 
le procede selon 1* invention. 

30 D'une maniere generate, ces bacteries sont non-filantes, Ces especes n'ont done 
pas le pouvoir de former une matiere gluante dans differents milieux comme le lait 
et le serum. Le caractere non-filant du lait fermente par une bacterie thermophile a 
texture courte peut etre observe et determine comme decrit ci-apres. 

35 1. Par observation de la structure du lait acidifie en comparaison de celle du 

lait acidifie avec des cultures non-filantes. Le lait non-filant adhere aux 
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parois d'un gobelet en verre, tandis que le lait filant est coherent sur lui- 
meme. 

2. Un autre essai peut etre effectue a la pipette. La pipette est trempee dans 
5 le lait acidifie qui est aspire en quantite d'environ 2 ml, puis la pipette est 

retiree du lait. Le lait filant forme un fil entre la pipette et la surface 
liquide, tandis que le lait non-filant ne donne pas lieu a ce phenomene. 
Lorsque le liquide est relache de la pipette, le lait non-filant forme des 
gouttes distinctes tout comme Peau, alors que le lait filant forme des 
10 gouttes se terminant par de longs fils qui aboutissent au bee de la pipette. 

3. Lorsqu'un tube a essai rempli a peu pres jusqu'au tiers de sa hauteur est 
agite a l'aide d'un agitateur rotatif, le lait non-filant remonte sur la face 
interieure de la paroi, alors que l'ascension du lait filant est pratiquement 

15 nulle. 

Le caractere "texture courte" des bacteries lactiques thermophiles peut encore etre 
determine a l'aide de parametres de mesures rheologiques. En effet, la texture d'un 
lait acidifie peut etre caracterisee par sa viscosite. Quelques appareils 

20 commerciaux sont a meme de determiner ce parametre, comme le rheometre 
Bohlin VOR (Bohlin GmbH, Allemagne). Conformement aux instructions du 
fournisseur, l'echantillon est place entre un plateau et un cone tronque de meme 
diametre (30 mm, angle de 5,4°, entrefer de 0,1 mm), puis l'echantillon est soumis 
a un gradient de vitesse de cisaillement rotatif continu qui le force a s'ecouler. 

25 L'echantillon en resistant contre la deformation developpe une force tangentielle 
appelee contrainte de cisaillement (shear stress). Cette contrainte qui est 
proportionnelle a la resistance a Tecoulement est mesuree par l'intermediaire 
d'une barre de torsion. La viscosite de l'echantillon est alors determinee, pour une 
vitesse de cisaillement donnee, par le rapport entre la contrainte de cisaillement 

30 (mPa) et la vitesse de cisaillement (s" 1 )- 

Les nombreux essais de mesure rheologique du caractere "texture courte" avec 
differentes souches thermophiles a texture courte, ont conduit a la definition 
suivante. Une bacterie lactique thermophile a texture courte peut etre une bacterie 
35 thermophile qui lorsqu'elle fermente un milieu adapte a sa croissance a un pH 
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optimal pour la production d'une forte viscosite, donne une viscosite au milieu qui 
est inferieur a 50 mPa x seconde a une vitesse de cisaillement de l'ordre de 290 s'K 

Plus particulierement, ce sont des bacteries qui, lorsqu'elles fermentent un lait 
5 pasteurise contenant 10% d'une poudre de lait ecreme, 1% d'extraits de levure et 
0,5% de glucose, a 40°C jusqu'a pH 4,9, donnent une viscosite au milieu qui est 
inferieure a 50 mPaxS a une vitesse de cisaillement de 290 s" 1 , par exemple. 

Parmi les bacteries lactiques thermophiles a texture courte, les meilleures resultats 
10 de mise en ceuvre du present precede ont ete obtenus avec la souche Lactobacillus 
johnsonii CNCM 1-1225. D'autres souches peuvent egalement etre utilisees, 
notamment les souches Lactobacillus bulgaricus YS4 et YL8 mentionnees a 
l'exemple 3 ci-apres. 

15 II faut noter que la souche Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225 presente des 
avantages qui lui sont propres. C'est une bacterie lactique probiotique qui a deja 
ete decrite dans EP577904. L'invention se destine done tout particulierement a 
utiliser des bacteries lactiques thermophiles probiotiques a texture courte, c'est a 
dire les bacteries lactiques qui sont capables d'adherer aux cellules intestinales 

20 humaines, d'exclure des bacteries pathogenes sur des cellules intestinales 
humaines, et d'augmenter la propriete du corps humain a se defendre contre les 
pathogenes par exemple en augmentant les capacites de phagocytose des 
granulocytes issus du sang humain (J. of Dairy Science, 25, 491-197, 1995: 
capacite d'immunomodulation de la souche La-1 qui a ete deposee a Tlnstitut 

25 Pasteur sous le numero CNCM 1-1225). 

On fermente ensuite le lait jusqu'a la formation d'un coagulum a un pH inferieur a 
4,9. Cette fermentation vise a faire passer la caseine d'une phase colloidale a une 
phase precipitee, ce passage s'accompagnant de la formation d'un liquide appele 
30 lactoserum ou petit-lait. Si le caille est obtenu exclusivement par fermentation 
acide, il est preferable d'ajouter au lait, avant ou apres pasteurisation, 50-300 ppm 
de chlorure de calcium de fa?on a assurer une contraction optimale du caille, ce 
qui favorise d'autant par la suite la separation du lactoserum. 

35 La plupart du temps, on prefere obtenir un caille par fermentation combinee a une 
action enzymatique. On peut done ajouter au lait, apres pasteurisation, 0,005 a 
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0,1% en volume/volume de presure. La presure est T agent coagulant 
traditionnellement utilise pour la coagulation du lait en vue de la fabrication de 
fromage. La denomination "presure" est donnee a l'extrait coagulant provenant de 
caillettes de jeunes ruminants abattus avant sevrage. Elle contient en realite deux 
5 fractions actives, Tune majeure constitute par la chymosine, et T autre mineure par 
la pepsine. 

Dans le cadre de la presente invention, on admettra que la presure englobe 
egalement les succedanes de presure de veau, comme les pepsines animates; les 
10 preparations coagulantes provenant du regne vegetal extraites de Tartichaut, du 
chardon, de la ficine, du latex, du figuier, de la papai'ne, par exemple; les 
preparations coagulantes provenant du regne microbien extraites des bacteries du 
genre Bacillus et Pseudomonas, et des moisissures appartenant aux especes 
Endothia parasitica, Mucor pusillus et Mucor miehei, par exemple. 

15 

La fermentation du lait peut aussi etre conduite en presence de presure et de 
chlorure de calcium dans les proportions indiquees ci-dessus, par exemple. 

On retire ensuite le lactoserum par une centrifugation industrielle en continu a un 
20 debit superieure a 500 1/h, de preference superieure a 5000 1/h. L'homme du metier 
connait bien les differents systemes de centrifiigation appliques au lait caille. A 
titre d'indication, on peut citer les appareils decrits dans FR2361823; A. Eck, Le 
Fromage, Ed Lavoisier, Paris, 1984, I.S.B.N. 2-85206218-6, page 220-226; et R. 
Veisseyre, Technologie du Lait, Ed. La Maison Rustique, Paris, 1975, 1.S.B.N. 2- 
25 7066-001 8-7, pages 604-609. 

Pour mettre en oeuvre la presente invention, le lait caille n'est pas soumis a une 
temperature depassant 50°C. Malgre cela, la perte en matiere seche dans le 
lactoserum est marginale. Le lactoserum, apres centrifugation, contient en effet 
30 moins de 0,8% en poids de proteines, voire moins de 0,7%. 

Dans une forme d'execution particuliere du procede selon Tinvention, apres avoir 
separe le lactoserum par centrifugation, on peut encore ajouter au caille des 
aromes, des aromates, des epices et/ou des colorants, ou faire subir au caille un 
35 foisonnement ou un ensemencement par des micro-organismes aptes a developper 
un arome ou une consistance particuliere, par exemple. En particulier, on melange 
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le caille a 10-60% en poids d'un lait fermente par des bacteries lactiques et/ou a 
0,1-15% en poids de creme de lait, par exemple. 

Dans une autre forme d'execution particuliere du procede selon l'invention, on 
5 fermente un lait ecreme pasteurise par une bacterie lactique thermophile a texture 
courte a 35-47°C jusqu'a pH 4-4,9, en presence de presure et de 50-300 ppm de 
chlorure de calcium, et on separe le lactoserum par centriftigation a 30-50°C. 

L'invention permet d'obtenir un fromage frais non-affine ayant au moins 13% de 
10 matiere seche, 10 4 -10 10 cfu/g de bacteries lactiques thermophiles a texture courte, 
et une consistance caracteristique de celle d'un fromage frais obtenu apres 
centrifugation ou ultrafiltration d'un lait caille par des bacteries lactiques 
mesophiles. II a ete observe qu'une teneur en matiere seche au moins superieure a 
13%, notamment 13-30%, donne un fromage lisse et onctueux qui se rapproche 
15 d'une creme. Par centre, un fromage frais ayant moins de 13% en matiere seche 
est plutot liquide, d ! une consistance proche de celle d'un yogourt liquide. 

Ce fromage frais peut comprendre jusqu'a 10 10 cfu/g de bacteries lactiques 
thermophiles a texture courte. Cette caracteristique le differencie clairement des 
20 fromages frais industriels obtenus apres chauffage du caille a 55-75°C comme 
decrit plus haut. En effet, il n'est pas possible d'atteindre une telle concentration 
en bacteries si Ton tente d'enrichir un fromage frais en bacteries lactiques, tout en 
respectant la valeur seuil de 13% en matiere seche. 

25 Enfin, le fromage frais peut etre aussi utilise au cours de la fabrication d'une 
composition alimentaire plus complexe, notamment en tant que produit de 
fourrage, par exemple pour preparer des produits a base de cereales fourres par du 
fromage frais selon Tinvention. Le procede decrit dans EP358983 (S.P.N.) est 
particulierement indique pour preparer de tels produits, par exemple. 

30 

La presente invention est decrite plus en detail ci-apres a l'aide du complement de 
description qui va suivre, qui se refere a un test de mesure de la viscosite d'un lait 
acidifie, et a des exemples de preparation de fromages frais. Les pourcentages et 
les parties sont donnes en poids sauf indication contraire. II va de soi, toutefois, 
35 que ces exemples sont donnes a titre d'illustration de Vobjet de l'invention dont ils 
ne constituent en aucune maniere une limitation. 
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Test de mesure de la viscosite 

On prepare un lait contenant 10% d'une poudre de lait ecreme, 1% d'extraits de 
5 levure et 0,5% de glucose, on le pasteurise a 95°C pendant 30 min, et on le 
fermente a 40°C avec une souche de bacterie lactique thermophile jusqu'a un pH 
de 4,9. On preleve 100 g d'echantillon dans un becher, on le pre-cisaille a 300 
tours/min pendant 60 secondes a l'aide d'un melangeur (melangeur Heidolph, 
Allemagne), on le conserve au refrigerateur a 4°C pendant 1 heure, puis on le 
10 place a 15°C entre le plateau et le cone du rheornetre Bohlin VOR (Bohlin GmbH, 
Allemagne; systeme de mesure CP5/30: cone de 30 mm de diametre, angle du 
cone par rapport au plateau de 5,4°, entrefer cone-plateau de 0,1 mm). 

L'echantillon est ensuite soumis a un gradient de vitesse de cisaillement, opere par 
15 la rotation continue du plateau, qui le force a s'ecouler entre le cone et le plateau. 
En resistant contre la deformation, l'echantillon developpe alors une force 
tangentielle appelee contrainte de cisaillement (shear stress). Cette contrainte qui 
est proportionnelle a la resistance a I'ecoulement est mesuree par 1' intermediate 
d'une barre de torsion montee sur le cone qui est sensible a une force de torsion. 
20 La viscosite de 1'echantillon est alors determinee, pour une vitesse de cisaillement 
variant de 4,645 a 293,1 s" 1 , par le rapport entre la contrainte de cisaillement 
(mPa) et la vitesse de cisaillement (s* 1 ). 

Dans ces conditions, la souche Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225 donne une 
25 viscosite au milieu de l'ordre de 30 mPaxS a une vitesse de cisaillement de 290 s" 1 . 

Pour comparaison, dans les memes conditions, les souches texturantes 
Streptococcus thermophilus CNCM 1-1421, Lactobacillus bulgaricus CNCM I- 
1724, Lactobacillus bulgaricus CNCM 1-800, Lactobacillus bulgaricus CNCM I- 
30 1198, mentionnees respectivement dans EP688864, EP638642, EP367918, 
EP564965, donnent une viscosite au milieu, respectivement, de Vordre de 80, 100, 
1 10 et 130 mPaxS a une vitesse de cisaillement de 290 s'K 
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On melange 3% d'une pre-culture fraiche dans un milieu MRS de la souche 
Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225 a du milieu MSK sterile comprenant du lait 
5 ecreme en poudre reconstitue a 10%, 0,1% d'extrait de levure commerciale, 0,5% 
de peptone et 0,1 % de Tween 80, puis on le fermente pendant 8 heures a 40°C, 
sans brassage. 

On prepare ensuite une culture a grande echelle de cette souche a partir d'un lait 
10 ecreme, pasteurise a 88°C pendant 2 min, comprenant 0% de matiere grasse et 9% 
de matiere seche. Pour cela, on inocule ce lait a 40°C avec 5% de la pre-culture 
decrite ci-dessus, 150 ppm de chlorure de calcium et 10 ppm de presure de veau. 
On le fermente jusqu'a pH de 4,5 (16 heures). Le lait se separe alors en deux 
phases distinctes constitues d'un caille et d'un lactoserum. Puis on centrifuge 
15 directement le lait caille, a 40°C, a 8500 rpm (rotations par min) dans une 
centrifiigeuse Westfalia® (Allemagne). On recupere final ement un caille 
presentant 15,5% de matiere seche et environ 5 x 10 8 cfu/g. Le lactoserum contient 
environ 0,66% en poids de proteines. 

20 Pour comparaison, on prepare traditionnellement un fromage frais, en fermentant a 
23-27°C jusqu'a pH 4,4 le meme lait ecreme, en presence de presure, avec deux 
souches commerciales de bacteries lactiques mesophiles. On chauffe le lait caille a 
60°C pendant 2 min, puis on le refroidit a 40°C. On centrifuge a 40°C et a 8500 
rpm le lait caille chauffe dans la centrifiigeuse Westfalia®, et on recupere un caille 

25 presentant 15,5% de matiere seche et moins de 10 3 cfii/g de bacteries vivantes. 

Les resultats montrent que Ton peut preparer un caille comprenant 5 x 10 8 cfu/g de 
bacteries lactiques thermophiles, sans perdre significativement de la matiere 
proteique au cours de la centrifugation. En effet, le taux de matiere seche obtenu 
30 pour le fromage frais comparatif est identique a celui comprenant des bacteries 
thermophiles. Apres refroidissement a 10°C, le caille se presente sous la forme 
d'une pate malleable, consommable a titre de fromage blanc maigre. 
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Le fromage frais obtenu a I'exemple 1 est melange a 20% de yoghourt commercial 
LCI® (HIRZ®, Suisse) qui comprend la souche Lactobacillus johnsonii CNCM I- 
5 1225, et 8% de creme de lait a 40% de matiere grasse. On obtient une pate 
malleable, consommable a titre de fromage blanc gras. 

Bxemple 3 

10 On prepare un fromage frais comme decrit dans I'exemple 1, a la difference pres 
que Ton fermente le lait avec les souches Lactobacillus bulgaricus YS4 et YL8 a 
texture courte, c'est a dire des souches qui lorsqu'elles fermentent un lait 
pasteurise contenant 10% d'une poudre de lait ecreme, 1% d'extraits de levure et 
0,5% de glucose, a 40°C jusqu'a pH 4,9, donnent une viscosite au milieu qui est 

15 inferieur a 50 mPaxS a une vitesse de cisaillement de 290 s'K 

Pour chaque fromage frais ainsi obtenu, les resultats sont similaires a ceux 
rencontres a Texemple 1. 
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Kevendications 

1. Procede de preparation d'un fromage frais ayant une texture lisse et plus de 13% 
de matiere seche, dans lequel on fermente un lait par au moins une souche de 
5 bacterie lactique thermophile a texture courte jusqu'a atteindre un pH inferieur a 
4,9 de sorte a obtenir un lait caille, et on retire le lactoserum ainsi forme par 
centrifugation en continu a un debit superieur a 500 1/h, le lait caille n'etant jamais 
chauffe a plus de 50°C. 

10 2. Procede selon la revendication 1, dans lequel la bacterie lactique thermophile a 
texture courte est une bacterie qui, lorsqu'elle fermente un milieu adapte a sa 
croissance a un pH optimale pour la production d'une forte viscosite, donne une 
viscosite au milieu qui est inferieure a 50 mPaxS a une vitesse de cisaillement de 
290 s-K 

15 

3. Procede selon la revendication 2, dans lequel la bacterie lactique thermophile a 
texture courte est une bacterie qui, lorsqu'elle fermente un lait pasteurise 
contenant 10% d'une poudre de lait ecreme, 1% d'extraits de levure et 0,5% de 
glucose, a 40°C jusqu'a pH 4,9, donne une viscosite au milieu qui est inferieure a 

20 50 mPaxS a une vitesse de cisaillement de 290 s" 1 . 

4. Procede selon la revendication 3, dans lequel la bacterie lactique thermophile a 
texture courte est la souche Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225. 

25 5. Procede selon la revendication 1, dans lequel le lait comprend 50-300 ppm de 
chlorure de calcium. 

6. Procede selon la revendication 1, dans lequel le lait comprend 0,005 a 0,1% en 
volume/volume de presure. 

30 

7. Procede selon la revendication 1, dans lequel, apres avoir retire le lactoserum 
par centrifugation, on melange le caille a 10-60% en poids d'un lait fermente par 
des bacteries lactiques. 

35 8. Procede selon la revendication 1, dans lequel, apres avoir retire le lactoserum 
par centrifugation, on melange le caille a 0,1-15% en poids de creme de lait. 
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9. Procede selon l'une des revendications 1 a 6, dans lequel on fermente un lait 
ecreme par une bacterie lactique thennophile a texture courte a 35-47°C jusqu'a 
pH 4-4,9 et en presence de presure, et on separe le lactoserum par centrifugation a 

5 30-50°C. 

10. Fromage frais non-affine, susceptible d'etre obtenu selon le procede decrit a 
l'une des revendications 1 a 9, ayant une texture lisse, et contenant plus de 13% de 
matiere seche et 10M0 10 cfu/g de bacteries lactiques thermophiles a texture 

10 courte, c f est a dire des bacteries qui, lorsqu'elles fermentent un lait pasteurise 
contenant 10% d'une poudre de lait ecreme, 1% d'extraits de levure et 0,5% de 
glucose, a 40°C jusqu'a pH 4,9, donnent une viscosite au milieu qui est inferieure a 
50 mPaxS a une vitesse de cisaillernent de 290 s'K 
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mm*% i K 15 K i K 



[57] ffiff 

#tlltftoiniK;?LfFlit 0112716 (FERM BP -6999)ffr» 



I 



#] * * * 



^*)-^#^nUi^5:^^N-*^r^#^^, ****** 
*>*.|L*ftf OLL 2716. 

4. i J. 3 4f~ fr*)£;$L#r&#ttii4:&&foft? t 

7. jfc-MMf* OLL 2716 ( FERM BP-6999) . 



^il^^^L^An^® (Helicobacter pylori, >^il#BtT 
# H. pylori ) ^^r^^^^M^jtAn^t^^^^^lL^H 
( Lactobacillus gasseri, >$-iL#N"T# L. gasseri ) , 
***** 

^ 1983 (Warren) A H 4$*f*;i#;#£ f t 

Lancet, I. 1273 (1983) ] , 

f lM&[Watanabe f-A, f J8&^# ( Gastroenterology ), 115; 642 
( 1988) ], >?&JL&n4$*fft^! 

^ Bt , # t '&-%%*> m n * J. pa # **/^t# a n 

*l|- (fi-l*jSMfc, W3*^-#L^) *»&7^$*? 

Jt^J- (proton pump inhibitor) . #$-£>&*rB# 

130164/1998) , &ft&frmfrmnmftn&&#%&&$%&*t& 

(JP-^^f- 287585/1998) , 
(Lactobacillus brevis ) * / & #&3L*f * 



(Lactobacillus salivarius) ( JP-^^f 241173/1997) 
& II M- M ( Lactobacillus acidophilus ) & # ( JP- *f 
98782/1994) -£#*&1f ^f§#>5-&, it£## ILiMt >f 

*^/***IL*f* C JP-^fl- 241173/1997), ^it******* 
jM#*An«#*tf Wfl*Mft#4* <**MfcPHIMfc> , 

ft **h 

fc>|L#lfrtf Bazzoli ^A, f J®^f 

(Gastroenterology), 102, No. 4, A38, ( 1992) ]. -fS-H'J, JP~ 
98782/1994 J^i£#4f &$L&£ft#-^#^ J^fc&^ 7 A H 
**f*^«4Tfe-lt, te^Ms^^flT «#i^^#[Michetti^ 
A, fJ®^|#( Gastroenterology) , 108, No. 4, A166, ( 1995) 3 . 

*iL«;i***ttE)& 

£i|-fr&#i^#&T, *;MW#f ^Jt&^££ 

i*^**, ******* B***#-*Ml***#. ** 

***U9*«.*t**-#**4An* 

»gW*ft* 



3 1 &^7>fa*.3t*flt 0LL2716 &@|R DNA ¥j Apa I 

&£ff#: l. ftttir**; 2. £tePH#-#T££&*f; 3. 

^fclL*^ OLL 2716 ##M&&#.T«SiSA.i£4£#-# ( &HH#.tf 
FERM BP-6999, *44^£*A4Mt*4f£ 

1. 

>*-3&>& ( mobility ) : ^, 

2. P8'&: +; -; 4?F8'&: f) 

i5x:^^ 

fllfctt&jfc'li DL 



&m + 
Mm + 

+ 
+ 

*&* + 

^ — ~~ 
^ ^ "~ 

w 

4. 

DNA t-^^^ (G) ^Ufc^t^ (C) ^^Jt^l 36.4%. 3>K #- 
Tannock) #£4fc£&4Mt^( Microbial. 

Ecol. Health Dis. ) , 8:79-84, 1995; # #£#r #( Appl. 

Environ. Microbiol), 62: 4608-4613 ]; g-4M»ft,4M??t OLL 2716; 

(plug) -h&^>£#; &8MDNA JfiflMN'tM* 
SfcftitfgM Apal) iM->H4fc, &it#.*%&Jfc***t« (CHEF-DRII 
BIO-RAD) *#rlt#a 1 flfirtt^E^. fSt Ai^^K 
lift OLL 2716; B^^X--t#-fc. 
5. WSk^'li 

f SM|-&te£4H£>«T;fr£SMf-. *P,1 $fKml)>fa&3L*f& OLL 
2716 1f#.#&rt;§>f-&& MRS SMMt-M- (DIFCO) t^#l^#2t 
#^^^(37X:, 18 'MlJ), fl£jgjfc.*7t-&ftii., «&ff;§#& 
;faA$l 9ml Ai£f C 0. 2%NaCl, 0. 35% ( 1:5000) 3£ 

■f^^t ]. £PH#2.0, £it3l*®, -f 37T?T#&#& 2 'J> 
Bt; 1ml 9ml> PH6. 5 #^&&4£Jt&&t ( 67mM) A 

%r VJ-te ia n&ifr&te Ait W &>fcJ& # *» £ lt^a|.i± MRS 3$ 
JllH+&iM+#>& ^A^J&il^^rfj^lL^f H (150 #&#.) 



t, ;fciMl*fttH# °LL 2716 tff &*t±tk&&, 

*** **MMM»*. ;**&lUf1fM& 0LL2716^ f^*j-^li|LS(^ 

1) . 

[ 4L1 ] 





M 2 'Mtf-*t3gj£ 
(%) 


*»&$L*f ® OLL 2716 


0. 53 


«ffS&*L*f# JCM 1132 T 


0. 48 


ML £ # |L if S| (Lactobacillus rhamnosus) GG 
( ATCC 53103) 


0.018 


<aNUl*f H WB 1004 ( FERM P-15360) 


0. 004 


«|L#^ WB 1005 ( FERM P-15361 ) 


0. 18 



6. * PHte#-#T #J 



10 4M- (Ml) >fa&3l#f &tt# OLL 2716 £ MRS &4M##& ( 37 
tc, 18 'hut) *4Uf1t4MMJ**fc*& 
MRS i[ 0.2%NaCl, 0. 35%**** ( 1: 5000 ) MRS 

^***9'hN-^, «H**#-*«ftikA(OD„.)^i!rA-Jfe*A. 
J»*,*L*f* OLL 2716>M&PHiMH*TtfilL#iL|L;fc (&2) . 
[ 4L2 ] 





##-9 'hN\£tt 0D 650 


*»*,*MtS OLL 2716 


0. 255 


4T&fL*f& JCM 1132 T 


0. 030 


&£*tlL*f & GG (ATCC 53103) 


0. 222 


"#>&!l£fM JCM 1231 


0. 116 



7. *j-A#.Jf£lwJfe (MKN 45) Br* # 



(Granato) f-A#>$->k, *»fc,*l*ftf OLL 2716 
*»*£&|l*f & CNCM 1-1225 *t>U£W MKN 45 Rr 

( Appl. Environ. Microbiol. ) , 65 ( 3) , 



1071-1077, ( 1999)], te^ft^AaUtT 3l&&£>M£*.Ji&j£& 
fc£tf)m%J]. 10ml ^ 10%FCS RPMI 1640 ( RPMI, 

Nissui Pharmaceuticals) , MKN 45 £- 37 1 CT^#- 3 &%%-Js, 
iktef&#.mfc#ft RPMI ##£i§>ff-RPMI t&#&J&&^fc 

i^5x 10 4 ^ilfe/^ft- ( cells/ml) , $k%& 96-# ( &) «^ 
#*Lt^A 0. 1 4fh/# (ml/well) , 37t:T^^#3^, Jftt 
J*#**##L-t*& MKN 45$ 0.1 M, PH 6 

MKN 45 & MRS ( DIFCO) t*#-^*>f*. 0. 1 M, 

PH 6#AJt*>f «.t<t4L3iij 10 9 CFU/ml fi^O.l ml fo&$Ltf% OLL 
2716 &e£&3L*f& CNCM 1-1225 ^^^t>Xf>J^#->i:-t; ^Atf 
&>£^£ 37t: ( ) 30 I0.1M. PH 6 ^&JM£>t 

&#MKN45#-,^&^&; #M*£W*#fl&1fKMr. #t£MKN45 
X#>$L&n&ft$*$L&jt3.&i±&&&ii$L. &&%L$Lm%& MKN 
45-ttf>fa*,3LjH L £ OLL 2716 #&1f#t*)fceff&3l*f£ CNCM 1-1225 

i*.ifc«!JI7*»*.*Mftt OLL 2716*#**A 
^f^^i&^^»^^ (&3) . 
[ 4L3 ] 



^^|L#Ht#. OLL 2716 *k/^fr%&teffo#jmMiJ} 





^ l00>f-MKN45&8J&tt;|rtf&1t 

It* (-f *m±#>M&JL) 


;fa&fl*f&ft# OLL 2716 


560 ±55** 


*£SfcH*f ft CNCM 1-1225 


234 ±30 



**: p < 0. 01 ( Student n=4) 



*»*.*l*ftl** OLL 2716*U£###-*l'&ltM&, **** 

fa&$ltfmifc OLL 2716 A n**fft&&. 
***«***.*f > IS*«i'*»^.IL*f«** OLL 2716*t&nSMf£ 



*m &*L*tmnm*tn At f& -tit 

5 A 

*j£-#>&-&5&#.&, (acid milk) fr&^-to 

10 ( yogurt ) 

^^./A; -f* ^-f/**, 

jfc*h S^if^ 

*Mfc*te#B«) it. ^i£##*&®i£f # 0.0001-10%. 

20 ^-fc&&K; *-ftt*M*^-£^A£#A*Afl*. £&*tTtf 

S&fl. &£JL1Mt 10 JU*?M4& 99: 
# 5000 %jL/*ft/3L (mg/kg/day) # 

*Mt>ML»J3, ^ftHJf&lftf. OLL 2716 tt*&T&it#J*»iL# 
Htf^iCfi&X, £.#3LiL,£&&S&^ ( *&«*&^*$ ( plain 
30 yogurt), ^*J^t#, 

IMM*"*. 4i£.4»«i2lXjM4t*-«¥. £**&3L*f1t$# OLL 2716 
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tf&##l^3.#*'* ( 4Uf& OLL 2716 
* OLL 2716 ft] 7T 

My 4£*£1f>fl ( Streptococcus) , $ ^4^J* ( Leuconostoc) , A. 
5$-ff >t|( Pediococcus)4p, -fc**.J&;iTft>f|( Bifidobacterium longum) 
&J%LtiLftM, (B. breve) , QSLf^&MM ( B. Infantis) , 

X*.jUf& (B. bifidum) f-, iKJlflNHF. 
fL*f&®# OLL 2716 ^T/fl-F*M34H&£-#-#. 4T 

1 

(Kabir) ^A^^r* [Gut, 41 (1) ; 49-55, (1997)], 
An^*fHH#-NCTC 11637 ^A^f (MKN45) -h # » ;| »T & 

;fa&3l*fft1t# OLL 2716#f>J##J. 

^T^)^An^*fH®# CNTC 11637 f ft 

lin^f^ NCTC 11637 5%FCS ( JLJtifr ) # 

Brucella t^***.*-^Tft^«i^«at#»Jfc*#( 37 

x:, 72*tf), PBsH-&#&^~#^J&£:fc#-fci4ir 

PKH-2 ( Dai-Nippon Parmaceuticals, Co) ###&t&*f*& 
(OD 66 o) # 2.0. ftWif-^^L Aneropack Helico ( Mitsubishi Gas 
Chemicals, Co. ) i£#^#&^£*£#i£^*f ft. ft 1ml 
&t*^ 50ul PKH-2, ££&T,&>& 15 

5l.it £ ^ ^ & &%Likisi ft ( 3000 # (rpm), lO^^(min)), 

M Hank's -f-#rJfc.#-&& ( HGS ) #4>f-f- lml HGS t; 

£&#i&&ff o.imi mn $Mfftft#NCTC 

11637 # !!>£>&( 0D 650 =2. 0 )*> 0. 1ml ;fa&fL*f &ft# OLL 

2716 #&1f>£& (OD 6SO =4.0) ^BtiaX^J 0.8ml MKN45 #&rJ&&# 
i^tdx 10 6 cell/ml) , 37t:T^Mt# 1 MKN45#&fl&;§ 

(0.8ml MKN45#&/fe&#&+0.2ml HGS) ; 
HGS &&>ft^;&p* 1 |Lj|Tft&# OLL 2716 toMfe&Mftm 
#. >>V 9ml ^ 15%^#60 Dulbecco's PBS[ ^ife^#*L 



^% 6 %6l ( Cell Culture Technique (the six edition) ) , Asakura 
Shoten, pp. 2a (1991) ], #&JfeiIit % ( lOOOrpm, lOmin) 

ijtH:, HGSJfifc, ( lOOOrpm, lOmin); &J&#/9r#&& 

-f 1ml HGS t; # 250ul #T#;§#$a>Af>| 96-##**£#fc 
t^t#^*^J^; ££;5fcg>£ (&&&£: 490nm,^*^-^: 530nm) 

te£&rH£*fltf!# NCTC 11637 #3*£f ^&J&Ji##t*£ 
X# 100%, 0LL2716**#.^t*n**f 
&t#NCTC 11637 92.8%; T**»H**^A 

2 

£;fafc,|l*f&®# OLL 2716 *M**n«*f1f*#. NCTC 11637 
£-£#i£3£:t> An^#HM*NCTC 11637 fr^&ILJfff ®# OLL 
2716 £^4MfcJ8T##«*#^*J**fr££* 5%FCS ei*Jttf&$A 

10 6 CFU/ml 10 s CFU/ml # 200 ml Brucella 
(DIFCO) t. 37TCT^^ft^-#. AnSMf&HftNCTC 11637 3* 
>^|L*f®H# OLL 2716 tt#f|M:*UM^M&J& 0, 24 48 * 
BW?*|-|fc. ^T^JAn^HS* NCTC 11637 JMl*f £ It 
# OLL 2716, ^#j£#^T#ig-#JM*##&#: *M£ Skirrow *gr 

J^jfa. ( 7%) , BHI^H(52g) .H.^J^&'t'Jt: (5mg/l) , 
£#ff:tB( 2500U/ml) > 7t ( 10 mg/1 ) , *f&& ( 5mg/l ) , 
E^^jc ( 1000ml ) ] ( 37€ , 7 ) , MRS £ j@ ( 37 

n, 48 'Mtf, ^rlL^^) . 

A n* *f£t#- NCTC 11637 tf#&&*£&#-*Js4IMM8 
'Mtf-J&3#*»2)# 5^, te££#;fc*,#L*f££& OLL 2716-fc#tf# 
it&tf***;M* 1/10; itit'ET^lUUTMM**. OLL 2716 
*^^JAn^*f@t#-NCTC 11637 (4.4) . 



C £4 ] 



M^ftn^fc OLL 2716 *N*$*n^*f££#- NCTC 11637 



tannic 


0 'Mfr 


24 <h Bt 


48 >b Bfr 


AH^Mf* tf#NCTC 11637 


1.5 x 10 6 


3. 3 x 10 6 


7.9 x 10 6 


mnm^n^^ (%) 


100 


220. 0 


526. 7 


;te&|l*f&1t#. OLL 2716 


2. 2 x 10 s 


7.4 x 10 7 


4. 5 x 10 7 


An^*fHH#NCTC 11637 


1.9 x 10 6 


1.2 x 10 6 


1.8 x 10 s 


&rn$*f!t£-fc^ (%) 


100 


63. 2 


9.5 



T&Skto 3 



fcjjfcftfrfrflLM.. %J*H£fr& t $Ltf%nfr OLL 2716£J!M5-£ 
Bt^AH^#Mt^ NCTC 11637 ^r«-JT^^#.^ 
*$&$Ltfnnfr CNCM 1-1225 £>ffc PH WT^An«#IH* 
NCTC 11637 AH^*f H1f# NCTC 11637 jMp&H 

*ff|1t# OLL 2716 &<t&!L;H L &tt# CNCM 1-1225 frftlbftM 
£ft;*.#^#J##£ 200ml PH t& 4.0 fi^ Brucella aUM£#-& t 
37 TCT^^Tll.^^, «^#^^f 5% FCS, 5 fflM 

10 5 CFU/ml 10 7 CFU/ml. A H NCTC 11637 
*»;fa&#t*ft|&# OLL 2716 i&'tSMl^fff ®# CNCM 1-1225 
Mr^#^f^J& 0, 6 ^ 12 'Mtf-iM-ittt. 

&JMl-£T£&6*» 12 ^Bt^#^, in&.llJftf® 
# OLL 2716 *fr&ni$*ft£&# NCTC 11637 *«$lML*f 
H H#. CNCM 1-1225 £r&. J & 4* ft 

^AnJf#H^-^*^^#^J^ (^5) . 
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[ £5 ] 

£JMMLT, i*&%tfn%#- OLL 2716 n«*rft&£ 







0 *Bt 


24 'b Bt 


48 'b Bt 


AHif#lli[^NCTC 11637 


2.0 x 10 s 


2. 0 x 10 s 


1. 8 x 10 s 


AHWi^ (%) 


100 


100 


90.0 


>&!Mf&^#. OLL 2716 


1.5 x 10 7 


4. 0 x 10 7 


1.2 x 10 8 


An^#H®^NCTC 11637 


2. Ox 10 s 


1. 5 x 10 s 


3. 0 x 10 4 


AHWW (%) 


100 


75.0 


15.0 


«t^|L^f If H#.CNCM 1-1225 


1.6 x 10 T 


2. 5 x 10 7 


8. 9 x 10 7 


*n^*f&3t#-NCTC 11637 


2.0 x 10 s 


1. 9 x 10 5 


1.0 x 10 s 


*rn$*fft (%) 


100 


95.0 


50.0 



1 



ie&H^f If f|#. OLL 2716, it |L*f If ( L. bulgaricus) JCM 

1002T (S. thermophilus) ATCC 19258 « 1%#* 

io%lK.^#L#^^^t > 37x:i## 15 'MHMMl^JMUI 
*J. £^i± 95iC&*t3£ 5 ^4t ( SNF: 9.5%, FAT: 

3. 0% ) t**f 1%#***J *.*MT$ JCM 1002T 1%*| ATCC 19258 
ttJLflMJ«*5%*»MMTfc*# OLL 2716 #4ffc^M*» 

OLL 2716, IM»#l*$Mf & JCM 1002T ATCC 19258 

tifctf*t*£**l# 9.0 x 10 7 CFU/ml, 6. 4 x 10 7 CFU/ml, 11.0 x 10 8 
CFU/ml, fl&tt*+**#ft#tiJM^4*aW£fe. 10DC 

0LL2716, ifcHJf ff JCM 1002T 

*"t&##ATCC 19258 tf&rg&J:^^ 3. 7 x 10 7 CFU/ml, 2.7 
x 10 7 CFU/ml, 10.8 x 10" CFU/ml, fa&$Ltf If ft& OLL 2716 

jjjlLfl 1 

&.#«#&3l#ff WB 1004 ( FERM-1 5360) 

iM^£*fc#J l#ifl##J$, l*)^*t£-F/8# 
&#l*f&&#. WB 1004 ( FERM-1 5360) &3L*f H ®# OLL 



2716. ££##*H^0]«i&/MU£, »#&|l*f&##. WB 1004, fcil* 
#J J£H*f If JCM 1002T jfc<t & ATCC 19258 6$ ^HMr^flJ # 5. 3 
x 10 7 CFU/ml, 6.0 x 10 7 CFU/ml, 12.5 x 10 8 CFU/ml, 

&ft# WB 1004, #>#miL*f& JCM 1002T ATCC 19258 

#>£$M:a**]# 0. 1 x 10 7 CFU/ml, 4. 5 x 10 7 CFU/ml, 8. 8 x 10 8 
CFU/ml, #^|L^fH^#. WB1004 (FERM-15360) Xl 
2} 1/50. 







(x 10 7 CFU/ml) 


(%) 


PH 




OLL 2716 


WB 1004 


1 




9.0 




0.90 


4. 42 




2 $ 


3.7 




1. 11 


4.07 ! 


k# 


xt/8#l 1 






5. 3 


0. 87 


4.40 


ft* 


2M 




0. 1 


1.20 


3.99 





&lk£&W 4 



* 1 9HflWLmiJ**»$Uff%%fa OLL 2716 <H#&!l*f It WB 
1004 (FERM-15360) #ft£#fltf& H^&tf it*,$£ 
& ( BALB/c ) ^t^H m*f ft NCTC 11637, Jl 1 x 10 9 CFU; 

OLL 2716 #»#>Mt>JT&®# WB 1004 ( FERM-15360 ) , Mit%$:X 
IL 1 x 10' CFU, 3 ±, 1 J3IL 

tf>&H*f ^ H#. OLL 2716 i&#}&fl*f®&# WB 1004 ( FERM- 
15360) t#An^ffM:fr>&3L*fM®# OLL 
2716 ifc#&!l#ff|ft# WB 1004 (FERM-15360) ^ #J £ 
Skirrow^-^^ MRS «J©tat#*h*t, « A H 4g*f &4sl#^ 
iit(m$L&) (£492 nm*t##j|fc) (ELISA) 

tfAJNtgrtHifr 10 5 CFU/g, JnSLftfr>&$LtfMM#- OLL 2716 
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&!Ufftlt#. WB1004 (FERM-15360) ^H^^IL* f t# * H^*f 
HitJr^l^^T^A^^IlL^- ( 10 3 CFU/g itiM*,) - -5*t 
jftfe*Jl;Hr>t, Hfl;***.IL*f3rit# OLL 2716 H3Mf 

1/5 ^Jt^, ^JM^aUL^fftftl* WB 1004 
(FERM-15360) J- 1 / 4 £ £4*, ( £6 ) . 

fcBjJT^&^ft^ OLL 2716*friMT^*fH#$4##ft 
«#&fL*f®^# WB 1004 ( FERM-15360 ) Jci^j. % tY&fcty &$ltf 
£ff#. OLL 2716 ®%&f&Mfo&%*fnnfc 
OLL 2716/V^^^-lLt^^mffi^ll^^^^ 10 6 CFU/g. 
[ 4L6 ] ' 



f t&fr g#1E*iJtj:fr*t&n nctc n^37jj^4jM 





EJMfrt**** (logCFU/g> 


A492 




;*>»&3l*f ft 




*frj£4& ( N=5, 

flll&H ) 






5. 2± 0.04 


0. 488 ± 
0. 284* 


OLL 2716 
(N=6) 




6. 1± 1.0 


<3.0 


0. 086 ± 
0. 082* 


#- WB 1004 
( FERM-15360 ) 
( N=5) 


6. 1± 0. 8 




<3.0 


0. 346 ± 
0. 276 



*: P <0.05 ( #A£*r(Scheffe test)) 



T^lft-W 5 

*TiM!J»*,IUf*tf#. OLL 2716 £A*t****, 
40 J. 60 $&1 30 Hn«fr*IPHt«A( 

$#. OLL 2716 1 mft^&M&tf} 90 & ( g ) & 

f (II) (8«) . 

#A«4*n**ftWiiHf6*'4i (1/ II) 
£ 30^t# 26 >M? £#«f*iM&-t. &3L28/^t#21 A. 



II H:*^; &;ML»!B£#r#6 AtAnWf ^Iti^^JiJM 
t5r# 1/10 J. 1/100. 

;M-*j 1 

**&&*fftff# OLL 2716 ##f>J 5 (L) MRS 
(DIFCO) t. 37TC#£ig-#18'Mtf. ik&fc%lfc7000 
4$-/^ (rpm) T&«^& 15^, &#te#>3r&#^4Mfr4Ms 1/50 

l%«^&SM*tf^&#4M-&^, ##PH#iB£7, «r«ft^#lt 

2 

13lMHr*L Cl!*J$JMfifc» # "*J8IHfr*MHllJi* 
•*HT ffl^LfC , 400g &*t ( JP. ) 600g ( 
JP. ) *ASjJiifc lg>&3t*fft1f# OLL 2716 

■f*ltf*>t. *N*$*-H**A<MI. 
^ jfe-W 2 

J&JB40£ 80^0 J. 85^C ^ff 20 J.30£»4h M^^^. *Mp. ft 
0r#*$&t>^ 2%J. 5%^^fg^ (FERM BP-6999) *^ 
37 J.40TCT4L# 18* 2% 

£-2T&, flJhM* IS!********, 

#&#>t, 70t: .esot:*® 20 J.30^*h *MpJ-5t:, 

65: 35 «%»b«|aL^. *J****J*l*1-. 

*jfe« 3 

4o g i t#«i4Lftmi)«Ht«)*iff*ll4#*<i 
*^/ Bt «t*»x40g*ML*c A40 g**JM^*c 
46, 100g^#, «JL60g^-*i*.^*»ILiR>^a^4&, &J&*#-i& 
^. tt«^#*LAfcJ£*t*J** 150*. 1.5g 

3 



&^#TM^4fc#]^-#*L^#J: ( 1) 50gJK.Ilf!l###M. 
t«**»****#-***<^*; (2) 90g %m (3) 29g 
^; ^ (4) lg 

# (1) , (2) (3) (3ijf.fi 17g) -jf-ijfc (3) 

13-2 3MF&#&#4l###3L 
1. ;fa&!l*f& OLL 2716 

1 ) &£&5kft fr&tf 

iJk*Hfcft«#t, (Ht4M#^ 
( National Institute of Bioscience and Human- 
Technology, Agency of Industrial Science and Technology, 
Ministry of International Trade and Industry) 

Jfeit: 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 
Japan ( t 305-8566 ) 

2) £4Mfc*L*t*4MM4l 
1999 -f- 5 ft 24 fl 

3) IMfttt#4MUM*&?ttlMfc-f- 
FERM BP-6999 
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A B 




(kb) 

194.0 
145.5 

97.0 



48.5 
23.1 

9.42 
6.55 

4.36 



1 



